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ニ ワ ト リ砂のう 抽出液に は， ニ ワ ト リ胚毛様体神経節くcilia ry ga nglio n， 以下 C G と旺酎 細胞に 働
き， 神経突起伸展 を促進 させ る 高分子物質が含ま れ て い る． こ の促進国子 持中経突起伸展因子 ， n e u rite
o utgr owth fa cto r， 以 下 N O F とF酎 を砂 の う 抽出液 よ り， 硫安 塩析く0
－ 35％I， 温度処理 く56
0
C， 30分
間1， D E A Ec ellulo s e， D E A E Sepha r o s eC L．6 B お よ び Sepharo s eCし6 B な どに よ り， 約 2000倍部分精
製 した ． 回収率 は 3％で， 148ng pr oteinlml で C Gニ ュ ー ロ ン の 最大突起伸展を ひ き お こ した． 砂の う
N O F は， 680 Kダル ト ン 以 上 の 分子 量 を持 つ 酸性糖蛋白質あ る い は プ ロ テオ グ リ カ ン と推定さ れ た ． 砂の
う N O Fに 対 す る C Gニ ュ ー ロ ンの 応答性は ， 胚 の 日齢 に 厳密に 依存 した ． 10 日齢 以 前 の月杢か ら得 た C G
ニ ュ ー ロ ン は， N O Fに よ く応答 し， 最大突起伸展反応 を示 し た． 11 日齢以降の こ ワ トリ胚で は， C Gニ ュ
ー
ロ ン の 応答性 は急激 に 低下 し， 14日齢胚 で は， ほ と ん ど認め られ な か っ た ． 次 に ， D E A Ec ellulo seイ オ
ン 交換 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ り得 られ た N O F標品 に対 す る抗血清を作製 した ． この 抗血 清は， NOF に
ょ る C Gニ ュ ー ロ ン の 突起伸展反応 を用 量依存的 に 抑制 した が， ニ ュ ー ロ ン の 生存率 に は 無影響 で あり ， ま
た， ニ ュ
ー ロ ン に 不可逆的損傷を与 え な か っ た ． 種々 の 動物組織由来の N O F作用に 及 ぼす抗血清 の 阻害効
果を調 べ た と こ ろ， ニ ワ トリ 各組織由来の N O Fに 対 して 強い 抑制作用を示 した が ， げ っ 歯類の N O Fに 対
す る抗血清阻害は， 100－ 1000倍程低か っ た ． NOF は， 交感 ． 知覚両神経節細胞の み な らず， 網膜 や脊髄
由来の 神経細胞に も働 き， 突起伸展 をひ き お こ した ． これ らの 神経細胞 に よ る突起伸展 は， す べ て N O Fの
抗血 清に よ り阻害 され た． 以上， N O F は， 中枢お よ び末梢神経の 発生
．分化， さ ら に は ， 神経の 再生過程
に お い て， ニ ュ ー ロ ン の 神経突起伸展 に 不可欠な栄養因子 と考 え ら れ る． ま た， N O F分子 の 抗原性に は，
す く な く と も ニ ワ ト リ とげ っ 歯類 と の 問 で 種差が存在 する こ とが 示唆 され た ．
Key w o rds ciliary ganglio n n eu r o n s， n e u rite o utgr owth fa cto r，
giz z a rd e xtra ct．
脊椎動物 の発生 に お い て， 細胞の 外側に 存在 す る細
胞間隙基質 くextr acellula r s ubstr ate ， 以下 ES と略l
は， 隣接す る細胞 の分化 ． 成長 に 重要 な役割を演 じて
い る こ とが 知 られ て い る1I2I． 神経 系の E Sの 中に は ，神
経細胞 や非神経細胞 で生産 され る い く つ か の 神経栄養
因子 が 含ま れ てお り， 神経細胞 は， こ れ ら の 因子 の 作
用を受 けな が ら， 標的組織 と正 確 に シ ナ プ ス を形成す
る も の と考 えら れて い る3川 ． しか しな が ら， こ れ ら栄
養因子 の 実体に つ い て は ， 未 だ に 不明な 点が 多い ．
現在， 化学構造が明 らか に さ れ て い る唯
一 の 栄養因
子 と して ， 交感神経 や知覚神経節細胞 に 働く 神経成長




N G F は， こ れ ら の 神経節細胞 に 作用 して ， 神経
突起の伸展， 生 存維持効果， ド ー パ ミ ン ダー 水酸化酵素
の 誘執 さ ら に は， 細胞体横 の 増加な どの 促進効 果 を
示 すが ， 副交感神経や運動神経， ある い は 多くの 中枢
神経系の 細胞に は， 作用 を示 さ な い ．
即 ち， 後者に 属す る神経系の 発生過程 に は ， N G F と
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副交感神経節 ニ ュ ー ロ ン に 働く神経突起伸展因子
は異な る栄襲因子 の 関与が示 唆さ れ て い る7I．
一 方， 副交感神経節細胞 に 作用 す る栄養因子 の 存在




その 後， 同様 な活性因子 が種々 の 組織で
報告され ， ま た ， 中枢や 末梢神経系に 作用 す る 新らた
な栄賓因子 の 存在 も報告さ れ てい る 川 ．
そ こ で， 著者ら は， 副交感神経節細胞 に 作用 す る栄
養因子 を詳細に 調べ る目的で， まず， 神経突起伸展 に
促進効果 を持 つ 栄養因子く神経突起伸 展因子 ， n e u rite
o utgr o wth facto r， 以 下 NOF と 略I に 注目 した． ニ
ワ トリ胚 毛 様体神経節細胞を培養 し， in vitr oの 神経
突起伸展反応 を指標 に N O Fの 組織分布 を調 べ た と こ
ろ， 砂の う平滑筋組織 に 多量の N O Fが存在 す る こ と
を見い 出し た1 11 2I
本研究 で は ， 砂の う組織 か らの N O F の部分精製， お
よび， 部分精製 し た N O Fに 対す る抗血清 を用 い て，
N O Fの 諸性質， さ ら に は， 培養 ニ ュ ー ロ ン の 神経突起
伸展反応 に 及 ぼ す効果 を検討 した の で報告す る ．
材料お よ び方法
1 ． 試薬類
トリ プ シ ン ， P－gala cto sida se， n e u r a mida s eお よ び
hyalu ro nidas eく以上 4種， Sigm a chemic al Co．1 ニ
hepa rin a s eく生化学工業1三dithiothreitholく以 下 D T T
と略1 く半井化学lニ ラ ウ リル 硫酸 ナ ト リ ウム くsodiu m
dodecyl s ulfate， 以 下 S D S と略1 く和光純薬巨 フ ロ
イ ン ト完全ア ジ ュ バ ン ト くDI FC O Lab． 巨 penicilin－
strepto mycin 混 合 液， ウ シ 胎 児血 清， Dulbe c c o
，
s
Modified Eagle Mediu m く以下 D M E M と略l く以 上
3種， GI B C O Lab． 巨 D E A E Sepha ro seC し6 B，
Shephar o se－C し6B， Co n c a n a v alin A Sepha ro seく以
上 3種， P ha r m a cia F ine Cemic alsI． こ れ ら の試薬
類は それ ぞ れ括弧内 に 記入 し た市販 品 を用 い た．
2 ． ニ ュ ー ロ ン の 調整
ニ ワ トリ胚 く6 へ 14日齢1 あ る い は マ ウ ス 新生児 よ
り 毛様体神経節 くcilia ry ga nglio n， 以 下 C G と略l，
交感神経節 くsympathetic ga nglio n， 以下 S G と略l，
知覚神経節Cdo r salr o otga nglio n， 以 下 D R G と昭主
脊髄 くspin al c o rd， 以 下 S C と田削 あ る い は 網 膜
くr etina， 以 下 R E と際鋸 をと り 出 し， リ ン 酸横衝化生
理 食塩 水 くpho sphate buffe red s alin e with。ut Ca2 ＋
and Mg
2 ＋
， 以 下 P B S卜l と略l に加 え た． 各神経節
や神経組織片に ト リ プ シ ン処理 く0．05％， 37
0
C， 20分
剛 し， 培養液 で 洗 っ た ． その 後， 新 らた な 培養液中
に神経節や組織片 を移 し， ピ ペ ッ ト操作に て 細胞 を分
散さ せ ， ニ ュ ー ロ ン の 懸濁液 徽 7000ニ ュ ー ロ ンノmり
を得た．
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神経組織小片の 調整は， 加藤 らの方法に 従 っ た 細 ． 即
ち， R E，S C あ るい は D R G を切 り出し， 培養液中で 眼
科用勢刀 を用 い て組織小片く約1 皿 m2以下う に き ざん
だ ． その 後， パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で す い あげ， 培養皿
に 移した ．
3 ． ニ ュ ー ロ ン の 培養
ニ ュ ー ロ ン の 培 養 に は， ほ う 酸緩衝液 く150m工吼
pH 8Alに 溶 か した ポ リオ ル ニ テ ンく0．1 mglml， M ． W ．
104dalto nsl で 24時間以上塗布 した培養皿くポ リオ ル
チ ン 塗布皿 ， pOlyo rnithin e－C O ated c ultu re w ell， 以
下 P O R－ W ell と略l を用 い た． 培養液 は， D M E Mに
10％ ウ シ 胎児血清， 100 Uノmlペ ニ シ リ ン お よ び 100
月gノmlス ト レ プ トマ イ シ ンか ら な る溶液 を用 い ， 10％
C O2を含 む空気中， 37
0
C で培養した．
4 ． ニ ュ ー ロ ン の 生存活性 と神経突起伸展活性の測
定
CG ニ ュ ー ロ ン の懸濁液く300ノノ1 と同量 の種々 の 組
織抽出液 けBS卜Iで透析 したも の1 ある い は種々 の
組織細胞の c o nditio n ed m ediu m を POR－ W ellく〆 16
m mlに 同時添加 して， 培養を 開始 した． ニ ュ ー ロ ン の
生存活性は， 培養開始直後の ニ ュ ー ロ ン数 に 対す る生
存 ニ ュ ー ロ ン 数の 割合 を， 各培養時間 ごと に 算出 して
求め た． 神経突起伸展活性 は， 通常， 培養16時間目 に ，
生存 ニ ュ ー ロ ン 数に 対す る神経突起伸展 ニ ュ ー ロ ン 数
の 割合で算出 して 求めた ． ニ ュ ー ロ ン の 観察 は， 培養
開始後， 位相差顕微鏡く200倍つを用 い て経時的 に 行っ
た
．
5 ． 砂 のう N O Fの 定量
PO R－ W e11ぐ
，
6ノ6m rnlk ， 各精製段階の NO F標晶
を P B Sく－1 で連続的に 稀釈 して ， 40ノバ ずつ 加 えて プ




Cl 後， 各 w ell の 上清 を除
去 し， 80声1の 蒸留水 で 2 度水洗 し， P B Sく－Iを 36ノ上1
加 えた． 次 に ， C Gニ ュ ー ロ ンく8 日齢胚うの 懸濁液く40
声1 と， 眼球抽出液 く4ノノ1I とを加 えて， 培養 を開始
した． 培養 16時間お よ び 24 時間目 に ， それ ぞ れ神経
突起伸展活性お よ び生存活性 を算出した． その 後， プ
レ コ ー ト した NOF標品 の 蛋 白質量 を横軸に ， それ ぞ
れ の 突起伸展活性 を縦軸 に プ ロ ッ ト した．
こ の グ ラ フ よ り， 最 大突起伸 展活性 く約 90％の
ニ ュ ー ロ ン が神経突起を伸展させ てい る状態1 の 半値
の 反応 を与え る タ ン パ ク質量 を求 め， その 逆数を用 い
て N O F括性 の 比 活性 を表 示 し た． 蛋 白 質定量 は
Lo w ry ら の 方法 に 従い 14J， ま た， N O F標品 を用 い た
S D S－ ポリ ア ク リル ア ミ ド電気泳動 C以下S DS．P A G E
と 晰 は， La e m mliの 方法に 従 っ た1 5，． 電気泳動後の
タ ン パ ク 質染色 は， Co o m a sie Brillia ntBlu eG 250を
用 い て お こ な っ た ．
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6 ． 組織抽出液の 調整
成体 ニ ワ ト リよ り心臓， 肝臓， 大脳ある い は砂 のう
を と り出し， 脂肪組織や結合組織 を除去 した後， 組織
重量 の 5倍量の P B Sく－1 中で ホ モ ゲ ナ イ ゼ し た． ま
た， ニ ワ トリ胚抽出液 は， 12 日齢胚 を P BSく－1 中で ホ
モ ゲナ イ ズす る こ と で 調整 した ． 40000X g， 1時間の
遠心操作 を施 し， そ の上 滞 を回 収 した． その 後， 滅菌
フ ィ ル タ ー く0．45ノ上， ミ リポ ア社1に よ り滅菌 し， こ れ
を組織抽出液 と して 用 い た ． 生存国子 を含 む眼球抽出
液は， A dle rら の方法に 従 い 調整 した1 61．
7 ． Co nditio n ed m ediu m の 調整
ニ ワ トリ胚 く10－ 14日齢う お よ びマ ウス や ラ ッ トの
新生児 より とり 出した 心臓， 骨格筋， 大脳， 砂 の う あ
る い は紅彩 を トリ プ シ ン 処理 く0．2％， 20分間， 37
0
Cン
し， 培養液で 洗 っ た ． その 後， ピペ ッ ト操作 で単離細
胞懸濁液 を得， 培養 皿 く〆 35m mう に 移 し， 培養 を開
始 した． 培養細胞で培養皿基壁面が完全 に 覆わ れ た後，
48時間毎 に 培養液 を交換 し， 回 収 した 培養液 を c o ndi．
tioned m ediu mく以下 CM と略lと して用 い た ． ニ ュ ー
ロ ブ ラ ス ト ー マ や グ リ オ ー マ な どの ク ロ ー ン細胞 C M
の 調整 は， 三 木 らの 方法 に 従 っ た 川 ．
8 ． 抗血清 の作製
砂の う N O F の部分精製標晶 のE A Ec ellu10 Se分
画I を蒸留水 で透析 した後， 凍結乾燥 を お こ な っ た ．
こ の乾燥標晶 く2m g 蛋白質I に， P B Sく－1 と フ ロ イ
ン ト完全 ア ジ エ バ ン トを 1 mlずつ 加 えて 乳化 し， 免疫
原と した． こ れ を ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド白ウサ ギの 足蹴お
よ び背部皮下 に 分割注射 した ． そ の後， 1週間毎 に 3
回注射く乳化液， 1mlノ回う し， 最終注射後 1週間目 に
採血 した． 血清の非動化 く56
0
C， 30分間1 後， ミ リ ポ
ア フ ィ ル タ ー で滅菌 し， 使用 時ま で － 80
0
C で貯蔵 した．
抗血清中の IgG は， Goding らの 方法 に従 い 分画 し
た1 71． ま た， Sepha r o seC L．6 Bフ ラク シ ョ ンの N O F
標晶に 対す る抗血清作製 に は ， 凍結乾燥標晶50声g 蛋
白質 に P BSく1 と フ ロ イ ン ト完全 ア ジ ュ バ ン ト を 1
mlず つ 加 えて乳化後， 免疫原 と して 用 い た．
9 ． 抗血 清 に よ る N O F活性の 阻害実験
C Gニ ュ ー ロ ン の 最大突起伸展活性く反応うを ひ きお
こ す の に 充分な 量の 砂の う N O F標晶 くD E A Ec ellu－
lo s e分画， 60jLg prOteinlml140JLlを， ある い は各組
林
Fig．1． Pha s ec ontra st mic r ophotographs ofciliary ga nglio nくCGlne u r o n s c ulturedfo r24 hr
in v ario u s c o ndit o ns． T hreehundredsFLlofC Gn euron s s u spe ned in the c ultu re m ediu m
W a Sdispe ns ed into e a ch cultu r e w ellくj6 16 m mJ． T hen ， e a Ch w ellre c eiv ed the sa m e
V Olu m eof P BSく－ HAl o rpartia11y purified gizz ard e xtracts ate a ch pu rific atio n stepくB－
E巨 くBl， 0－35％ a m m o niu m sulfate fra ctio nく100JLg pr Oteinlml こくCl， elu e nt く40 JLg
proteinlml with l．5 M NaClfr o mD EA Ec ellulo s ecolu mn chro matography pre s ented in
Fig．3itDl，flo wthr o ughfra ctio nく53FLg prOteinlmlJof DEA Ec ellulo s e colu m nchr o m ato－
graphy iくEI， 1to l mixtu r e s a mple s of l．5 M NaClelu e nt a nd flo w thr o ugh fra ctio n．
A fte r a24－hr inc ubatio n at37
0
C in 1 0％ C O2in air， C Gn e u r o n sin e a ch w ellw er e observ ed
a nd photogr aphed o npha se c o ntr a st micr o s c o rpe．
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織 よ り 得 た C M 300JLl を そ れ ぞ れ P O R－W ellくJ66
m mう に 加 えた． 370Cで 12時間静置 した 後， 上 浦を と
りの ぞき ， P B Sく－Jで 連続的に 稀釈 した抗血清200月1
を加 えた ． 12時間以 上反 応さ せ た後， 抗血清 をの ぞ き，
P B Sく－Iで 2回 洗っ た
．
34JLlの P B Sく－1， ニ ュ ー ロ ン
の 懸濁液 40声1， お よ び眼球抽出液 4月1 を加 え て， C G
ニ ュ ー ロ ン の 培 養 を 開始 し た． 培 養16時間後 に ，
ニ ュ ー ロ ン の 突起伸展活性 と生存活性 を求め た
． 抗血
清 に よ る突起伸展阻害効果 は， 最大突起伸展反応 を
50％阻害す る の に 必要な抗血 清量 で表示 した
．
成 績
1 ． 砂 の う 抽出掛 こよる CG ニ ュ ー ロ ン の 神経突起
伸展
ニ ワ トリ胚く8 日齢ンよ り調整 した C Gニ ュ ー ロ ン を
培養液の み で 培養す る と ， 培養 24 時間 で ほ と ん どの
ニ ュ ー ロ ン が 死滅 し たく図1， 射 ． ニ ワ ト リ成体砂の
う抽出液や ニ ワ トリ胚く14日僅削 砂の う C Mの 存在下
で培養す る と， ニ ュ ー ロ ンの 生存 は良好 に な り， しか
も著明な神経突起の 伸展が観察され たく図 1， 別 ． 砂
の う抽出液 に よ る神経突起の伸展は ， 培 養 24時間で
ニ ュ ー ロ ン 細 胞体 の 数十倍 か ら 数百倍 に も 達 し，
ニ ュ ー ロ ン 間に 突起 に よる ネ ッ ト ワ ー ク を形成 した
．
最大効果 の抽出液で， ほぼ 90％の こ ユ ー ロ ン に 突起伸
展が認 め られ た ．
次 に， 砂 のう 抽出液に よ る 突起伸展反応が ， ニ ュ ー
ロ ン の 加齢 に より ， どの よ う に 変化す る か を調べ た と
こ ろ， 9 日齢胚ま で の C Gニ ュ ー ロ ン はよ く反応 する
が， 10 日齢胚以後の C Gニ ュ ー ロ ンで は突起伸展能が
急激 に低下消失 して い っ たく図2， AL 一 方， 砂 のう
抽出液中に 含ま れ る， 神経突起伸展に 促進効果 を もつ
括性因子 くNO円 の 組織含有量を加齢 を追 っ て調 べ た
く図2， B い 1 日齢胚ま で の砂の う で はほ と ん ど認め
られ ない が
， 12 日齢胚 よ り急激 に 上昇 し， 16 日齢胚の
砂の う で 最大 の 活性 を 示 し た
． 以 後， 成体組織 で も
N O Fの 高 い 活性が 認め られ た ．
種々 の 組織抽出液や C M中の NO F活性 を表 1に ま
と めた ．
2 ． 砂のう 抽出液申の NO F と生存因子 の分離
砂の う抽出液添加 に よ り認め ら れ る C Gニ ュ ー ロ ン
の 生存維持と神経突起伸展が同 一 因子 に よ る作用 か 否
か を調べ た． ま ず， 砂の う抽出液に 硫安塩析川 － 35％J
を施 し， 塩析沈澱 物 を トリ ス 緩 衝化食塩水 く20m M
Tris－ H ClpH 7．4 ＋1 40m M NaCl で 溶か し， 同 じ溶
液で透析 した． その 後， D E A Ec ellulo s eカ ラ ム に の せ ，
ス テ ッ プ ワ イ ズ法 に て 分画 した く図 31． 各三 分画の
N O F活性 を調 べ た と こ ろ， 1．5M 分画 に は 弱 い 活性
が認めら れ たが ， ニ ュ ー ロ ン は死滅 して 行 っ たく図1，
C l． 素通 り分画 く0．14 MNaCl分断 で は， ニ ュ ー
ロ ン の 生存 は良好 だ が， 突起 伸展 は全く観察 さ れ な
Table l． Effe ct ofc o ndito n ed m edia a ndtis sue extra cts o n n e u rite o utgr o wth of cultur ed ciliary
ganglion くC Gln e u r o n s
So u rce s Relativ e n e u rite o utgro wth
＋
Condito n ed Mediu m 二
C hick e mbryo
Chick e mbryo
C hiclく e mbryo
C hick e mbryo
C hick e mbryo
Chick e mbryo
Tiss u e e xtr act二
he art
Skeletal m u s cle




Chick e mbryo wholetissu e
Chickenhe a rt
Chicke n skeletal mu s cle
C hicke nglZ Z a rd
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Fig． 2． Effe cts of e mbryo n al age s o n n e u rite
o utgfo wth of C Gn e u ro n sくAJa ndo nthe a m o u nts
ofn e urite o utgro wth fa ctorくN O Flin the giz z ard
e xtr a cts くBl． くAJ C G n e u r o n s w e r ep epared
fro m chick e mbryo sfr o m6－tO1 5
．day old． 300JLl
of CG n e u r o n s s u spen io n fr o m e a ch age w a s
added to e a ch c ultu r e w e11 く〆1 6 m ml that
pre vio u sly re c eiv ed 300JLl of giz z a rd tiss u e
e xtr a ctく2 m g pr oteinlml su spended in P B Sく
－l．
くBISev e ralto lOOgiz z a rds w er e c olle cted fr o m
either chick e mbryo s o r chicke n ofea ch age， a nd
ho m ogeniz ed with5 v olu m e sP B Sく－1， 300FLlof
gizz ard e xtr a ctく0．4 m g pr oteinlml fr o m e a ch
age a nd of C Gn e uro n s su spe n sio n fr o m8 day
e mbryo s we r e ad ded to e a ch cultu re w ell． In
both e xperim e nts， C Gn e u ron s w e re cultu red fo r
16 hr a nd then the r atio of the n e u ro n s with
n e u rite o utgr o wth to the totalsu rvi lng n e u r O n S
W a Sdeter min ed． Ea ch point is the m e a n of
duplic ate n u mber s obtained fr o m s epa r ate e x－
pe rim ents． Va riatio n fr o mthe m e a n w a sle ss
tha n6％．
か っ た く図 1， Dン． こ れ ら両分画 を共存 さ せ る と ，
ニ ュ
ー ロ ン の 良好な生存 と著 し い 突起伸展が 回復 した
く図1， El． 近年， A dle rら は， 眼球抽出掛 こ多量の
生存維持因子 くs ur vival fa cto r， 以下 S F と略1 が存
在す る こ と を報告 して い る 抽 ． そ こ で ， こ の S F を 1．5
M 分画と共存 させ た と こ ろ， ニ ュ ー ロ ン の 良好な生 存
と著明な突起伸展 が認 め られ た ． 以 上 ， 砂の う 抽出液
に は， す く な く と も N O F と S Fの 2種の 栄養因子 が
存在す る と 考え られ た ． 表 2 に ， こ れ ら 2種の 因子 と
眼 球抽出液中の S Fの 諸性質 を比 較 し た．
3 ． N O Fの 定量 と部分精製
表 2 に 示 す よ う に ， N O F は培養皿基壁塗布剤と し
て用 い た ポ リオ ル ニ テ ン に 吸着 した ．
N OF 分子 が 基壁 に 吸着 す る こ と で の み ， そ の 作 用
が発揮 され るも の か どう か を調 べ た と こ ろ ， 吸着お よ
び未吸着 N O F の両方 を含む培養皿 と， 吸 着 N O Fの
み を含む 培養皿 で は， C Gニ ュ ー ロ ン の 突起伸展 反 応
に は 全く差異が認め られ な か っ たく図 4 I． ま た ， 吸 着
した N O Fに よ る C Gニ ュ ー ロ ン の 突起伸展反応 は用
量 依存的反応で ある こ と も明 らか と な っ た ． 従 っ て ，
NOF活性 は， 基壁 に 吸 着 した N O Fに よ る神経突起伸
展反応 に よ り定量が可能 で あ ると 考 えられ た．
次 に ， 砂の う 抽出液よ り， N O F の部分精製 を試 み
た． 砂 のう 抽出液 の 硫安分画を熱処理く56
0
C， 30分間う
し， そ の 上 清に ， D E A E－C ellulo se， D E A E Sepha r o se
C L－6 Bく図 5l， お よび Sepha ro s eC し6 Bく図6， AI
を用 い た カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 っ た ． この 精
製過程 の 結果を表3 に ま と めた．
最終標品の N O F標品は約2000倍の 比 活性 を示 し，
148JJg prOteinlml で著明 な突起伸展反応 が誘導さ れ
た ． こ の 標 品を S D S－P A G Eく3鵬15％l で 分析し たと
こ ろ， 数本の 蛋白 バ ン ドが認 め られ た．
そ こ で， N O F活性 を も つ 蛋白質分子 の 同定 を め ざ
し， ゲ ル ろ過で 得ら れ た N OF 標品 憫 6， Aうを， さ
ら に Conca n a v alin A Sepha r o s eカ ラ ム ク
ロ マ ト グラ
フ ィ ー お よ び， 2 度目の Sepha r o seC L
．6 B ゲル ろ過法
を用 い て分画 したく図 6， B う． こ の 段階で は， N O Fの
回 収率 が 0．3％以 下と な り， 極 めて低 か っ た ． し か し，
ヵ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で の 蛋 白 溶出 ピ ー ク と
N OF 清性 ピ ー ク が ほ ぼ対応し た． こ の 活性 ピ
ー ク を
s D S－P A GE で分析す る と， 2本の 蛋白 バ ン ド M ． W －
90 K ダル トン と 700 Kダ ル ト ンう を認 め た く図7 う．
また ， D T T処理 に よ る還元 状態で は， 230 K ダル ト
ン の 主 蛋白 バ ン ドの 他 に ， い く つ か の 微量 の バ ン ドが
検出さ れ た．
4 ． 砂の う抽出液中の N O Fの 性質
副交感神締節 ニ ュ ー ロ ン に働 く神経突起伸展 因子
砂 の う 抽出液 のE A Ec eliulos e分 酎 に 含ま れ る
N OF の 諸性質 を調べ た． 砂の う N O Fは， トリ プシ ン
処理 く100JLg pr Oteinlml， 37
0
C， 1 時間l や 80
O
C， 5
分間の 熱処理 で 失活し， pH l．5 やp m 2く37
0
C， 2時間う
で は不安定 で あ っ た
． pH4－8 へ 10．6 で は， NOF活性は
比 較的安定で あ り， 560Cの 熱処 理 く30分間う で 失活 し
なか っ た ■ 分 子量 は， ゲ ル ろ過法で 680K ダル ト ン 以
上 と 推定 さ れ た く図 6う． 5 鵬 20％粛糖密度勾配法
くS W 2 7ロ ー タ ー ， 2 ．5xlO4rpm ， 16時間Iで は 12S
の 沈降係数を示 した
．
ま た， N O F は， hepa rin a seく50
Ulmり， n e u r amida s eく5 Uノmり， P－ gala cto sida s e
CO．3 Ulml お よ び hyalu r o nida se く100 Ulmり な ど
の 酵素処理 く370C， 24時間， P B Sく－ン中1 に よ り全 く
失活し なか っ た が， Co n c a n a vlin A Sepha r o se に結
合 く表 2 I し， a － m ethyl m a n n o side で溶 出した．
砂の う NO F が他 の 単離 した神経細胞 に 作用 す る か
否か を調 べ た と こ ろ， 交感神経 や知覚神経節細胞に も
働き， 神経 突起 をひ き お こ した
．
さ らに ， 中枢の 網膜
や脊髄 か ら の 神経細胞 に も作用 し， 突起伸展 をひ きお
こ した
．
5 － N O F活性 に及 ぼ す抗血 清の 抑制作用
砂の う NOF の 部 分精製標晶 のE A Ec ellul。S e分
画Hこ対す る抗血清 をウ サ ギで作製 し， C Gニ ュ ー ロ ン























の 突起伸展お よ び生存悟性 に 及 ぼ す効果 を調 べ た ． 抗
血 清量の増加と と も に， N O F活性は抑制 され たが ， 生
存活性 に は 無影響 で あ っ たく図8 ニ図9， A， Bつ． ま
た， 抗血清よ り調整 したIgG 分画や， Sepharo s eC L．
6 B分画を抗原 と した抗血 清を用 い た実験で も， ほ ぼ上
記と 同様な抑制効果が確 かめ ら れた ． 更 に， 抗血清に
よ り ニ ュ ー ロ ン自体が障害さ れ て い ない こ と を示 す た
め に， 図8 で， 300nlノw ellの 抗血 清あ るい は免疫前血
清 で処理 した培養 C Gニ ュ ー ロ ン を， 培養16時間冒に
ト リプ シ ン処理 く0．02％， 37
0
C， 5 分間1 に よ り回収
した． こ れ らの 回 収 ニ ュ ー ロ ン を射い て ， N O Fに 対す
る用量 依存曲線 を抽い て調べ たと こ ろ， 新 ら たに 調整
した C Gニ ュ ー ロ ン と全く同 じ反応性を示 した．
次 に ， ニ ワ ト リ や げっ 歯 類 の 種々 の 組 織 由来 の
N O F活性 に 及 ぼ す阻害効果 を検討 した．
各組織由来の N O F による最大 樹 申展反応を50％
阻害する抗血 清童を比 較 したく表4う． 抗血 清 は， ニ ワ
ト リ各組織由来 の NOF に 対 して は， 砂 の う N O F と
同 じよ う に 強 い 抑 制作 用 を 示 した が ， げっ 歯 類 の
N O Fに 対す る 阻害作用 は， 100－ 1000倍程弱か っ た ．
6 ． 神経組織片に よる 神経突起の伸展と抗血清に よ
る 阻害作用
ニ ワ ト リ胚 DR G や S C は組織小 片と して 培養す る
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Fig． 3． D E A Ec ellulo s e c olum n chr o m atography of am m o niu m s ulfate
fr a ctio n ofgiz z a rde xtr a ct． Sixty ml ofa m m o niu m sulfatefra ctionく15m g
Pr OteinJ
l
ml ofgiz z a rd e xtra ct w a sdialyzed again st20 mM Tris－ H ClくpH 7．
ヰ 4ンc o ntainingO．14 M NaCla nd ap plied o n aD E A Ec ellulo se c olu m nく〆 4
C m X32c mJ． Protein s w e re elut d with stepwis ein c re a se of O．14， 0．25a nd
l．5 M NaCl in 20m M Tris－ H Cl buffe r． T hes efr a ctio n s u nde rlin ed with a，
b a nd c w er e c olle cted a nd dialyzed again stP B Sく1 ． T he N O Fa ctivityin
e a ch fr a ctio n w a s a ssyed u sing the c ultu re sy te m of C Gn e u ro n s．
104
と， 外来の NOF を添加 し な くと も ， 培養 娼 時間ま で
に は組織片周囲 よ り著 し い 突起伸展 を示 した く図9，
Ei D R Gl． R E や C Gの 組織小片 の突起伸展反応 に
は ， 外来の NO F を必要と したく図 9， Cニ R El刷 ． こ
れ らの神経組織小片の 培養開始時 に 砂の う N O F の抗
血 清 を共存さ せ た と こ ろ， そ れ ぞれ の伸展反応が完全
に 阻害され たく図 9， D， 円 ． ま た， 培養開始後 24 時
間目 に抗血清 を加え る と， そ れ ま で続 い てい た突起伸
展 が停止 し， す く なく と も 72時間は， ニ ュ ー ロ ン や神
経突起は変性 す る こ とが なか っ た ．
考 察
本実験 に よ り， ニ ワ ト リ 砂 の う に 多 量存在 す る
N O F と同様 な因子 が， 様々 な こ ワ ト リ組織 に も存在
して お り ， C Gニ ュ
ー ロ ン の み な ら ず， 多くの 末梢お よ
び中枢神経系 の ニ ュ ー ロ ン に 作用 す る こ とが 明ら かと
な っ た ．
砂 の う 抽 出液存在下 で C Gニ ュ ー ロ ン を培養 す る
と， 抽出液中に 存在す る， す くな く と も 2種の 栄養因
子 ， 即 ち生存因子 くSFっ と突起伸展因子 くN OFl が
ニ ュ
ー ロ ン に 作用 し， 著 しい 突起伸展と良好 な生存状
態 を維持す る と 考え られ た ． 砂の う 中の S F は， 眼球 由
来の S F と極め て似た性質 を示 す が ， こ れ ら は 明ら か
に N O Fと は異 な っ て い たく表 2う． N O Fの み で培養し
た C Gニ ュ ー ロ ン は ， N O F と S F の共存下で培蓑 した
ニ ュ
ー ロ ン と ， 培養開始 より数時間 まで は全 く同 じよ
う な 突起伸展反応を示 した が ， ニ ュ ー ロ ン の 生存率が
急激 に 低下す る 10時間以後 で は， 突起伸展反応に 大き
Table 2． Co mpa riso n of n e u rite o utgro wth fa cto rくN O FJ a nd s ur vi al fa cto r sくSFl
Pr ope rtie s andtr e atm e nt 崇禁書Pm 喜霊2語群 誤宅蒜榊
Effect o nC Gn e u r o n s
M ． W
． くdalto nsI
Try psin eく100FLgJIml， at3 r C fo r
l brl
Hea rtくat56OCfor30 minl
A 圧inity to c o n ca n a v alin －A
Sepha ro s e
Atta chm e nt to polyo rnithin e－ C Oated
c ultu r edish
Elutio nfro mD E A E－C euulo s e c olu m n
in 20m M Tris－H Clat pH 7．4
Ne u rite o utgr o wth












u nbo u nd
u nbo u nd
O．14 NaCl
En s平1ng ne ur O nal




u nbo u nd
u nbo u nd
く0．25 NaCl
ホ
ニ A fr a ctio n eluted with l．5 M NaCl fr o m aDE A Ec e11ulose colum n w a sdialyz ed again st P B S
ト1befo r e using a sgizpa rd N O Fs a mple s一
朝
こ A flo w thr o ugh fr a ct10 n Of a D E A E－C ellulo se c olum n w a sdialyz ed again st P B Sト1 before
u sl ng a SglZ Z a rd S Fs a mples．
榊
こ Crude eye e xtr a ct s u spe ndedin distilled w ater w a sdialyz ed again stP B Sト1befo r e u sing a s
eye ball S Fs a mple s，
Table3－ Su m m a ry ofpa rtialpurific atio n of N O F fr o m chickengiz z a rd
Pu rific atio n step n e還還卦 R蒜V e ry Pu 思io n
Tissue extra ct
Am m oniu m s ulfate
He a rt tr e atm e nt
D E A Ec ellulo se
D E A E Sepha r os eC L－6 B




















こ Pr ot ein a m o u nts which indu c e45％ C Gn e u r o n sto e xtend n e u rites were dete r min ed
．
刷交嫉神経節 ニ ュ ー rJン に 働く神経突起伸展国子 lくJ5
な差が認 め られ たし未発 表I． こ れ ら の こ と は ， すく な
く と も， 突起伸展の 開始は， N O Fの 作用 に の み 依存し
て い る こ と を示 唆 す る．
砂 の う N O Fに 対す る ニ ュ ー ロ ン の 応答性 は， 10 日
齢胚 以 後の ニ ュ ー ロ ン で 急激 に 減少消失した く図2，
A コ． し か し， 逆に ， 砂 の う組織 に 含ま れ る N O F活性
は， J
一
度逆相関 をな して増加 しく図2， Bl， し か も in
o v oに お け る C Gニ ュ ーロ ンの シ ナ プ ス形成率と－一 致
し た 刷 ． 即 ち， 神経 ． 筋 シ ナ プ ス 軌 如こ あず か る ニ ュ ー
ロ ン と その 標的組織 に 認め ら れ る相互 作用 に NOF が
介在し て い る 可能性が 示 唆さ れ る
． 事 実， 三木 ら 川 は ，
ラ ッ ト 骨 格 筋 と 併置培茸 を行 っ た C Gニ ュ ー ロ ン で
は， 砂の う N O Fの 添加 に よ り， 神経 ．筋 シ ナ プ ス の 形
成を 高め た と報告し て い る ． N O Fに 対 す る ニ ュ ー ロ
ン の 応答性の 変化 は， ニ ュ ー ロ ン の 細胞膜の 状態の 変
化 く例 えば N O Fを 認識 する細胞受容体の 数の 減少や
作用効率の 低下 な どう が加齢 に よ り進行す る た めか も
しれ な い が ， 現 在の と こ ろ は全く不 明 で あ る．
























． ． ． ． 1－ル ー．0．1 1 10 1 080．01
G iz z a rd ta c t o rくp Q Pr Ot Oinノ w 8tり
Fig． 4． Depende n ce ofn e u rite o utgr o wth fro m C G
n e u r o n s o nthe a m o u nts ofgizz a rd N O F bo u ndto
POlyo r nithine．c o ated w ells 膵 6 rn ml． Sa mple s
Of40pIofgizza rd N O FくD E A Ec e11ulo s efr a ctio n
Of giz z a rd e xtr a cり w ere se rially diluted with
P B S仁1 a nd the n added to tw o gr o ups of P O R
W ells tgr o up A， 上り gr o up B， 砂J． T he third
gr oup of w ellsくムJr e c eiv ed the s a me volu m e of
P BS 仁1． Afte r24 hr of in c ubatio n at37
O
C， the
giz z a rd NO Fs a mple s of gr o up A w ells were
tra n sfer red to gr o up C w e11s fr o m which the
initial P B S仁1 had be e n r e m o v ed， a nd gro up A
W e11s r e c eiv ed 36JJl of fr e sh P B Sく－I． T he
C O nte ntS Of gr o up B w els w e re n ot cha nged．
T hr e egr o ups ofw ells w e r einc ubatedfo r a n other
2 4hr． T he n， 40 JLI of C Gne ur o n sin c ultu r e
m ediu m a nd 4 JLl of eye e xtr a ct w e re added to
e a ch w ella nd cし1tu r ed in l O％ C O2in air at37
O
C．
Ne u rite o utgr o wth a ctivity w a s sc o red afte r16 hr
Ofin c ubatio n． Ea ch v alu eis the m e a n of fiv e
diffe r e nt experim eh ts with duplic ate sa mple s．
Vertic al ba rs sho w S． D．
を 示 す が ， 沈 降定数 は12 S と小 さ い ． ま た ， Co n－
C a n a V alin A と結合す る性質 をも つ こ と よ り， N O Fは
線状構造 をも つ 糖蛋 白質 と考 えられ る
．
分子 の pH 安
定性や 分 子 サイ ズよ り， N O F は， マ ウス N G F と は全
く異 なる 栄養因 子 と考 え られ る
．
ま た， N O Fに ヘ パ リ
ン， レ ン テ イ ル レ ク チ ン ， あ る い は whe atge r mレ ク
チ ンな どを リ ガ ン ドと した ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム ク ロ
マ ト グラ フ ィ ー を施 こ した と こ ろ， こ れ ら に 吸 着す る
分画お よ び非吸 着分画 の 両方に N O F活性が検出さ れ
た く未発 表う． こ の こ と は， N O F自身が多様な糖蛋白
質の 集団か ら成 る もの か ， ある い は， N O Fの 糖 鎖成分
に の み 多様性が求 めら れ るも の と考 えられ る ．
Sepha r o s eC し6 B カ ラム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 活
性 フ ラ ク シ ョ ン に Co n c a n a v al
．
in ASepha r o seカ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を施 し た後 に ， 再 度Sepha r o se
C し6B カラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行う と N O F 回収
率は 0．3％以 下 とな っ た ． しか し， 分画操作に よ っ て 得
ら れた 蛋白 ピ ー ク と N O F活性 ピ ー ク が ほぼ 対応 して
い る こ と よ りく図 6， Bう， 活性 ピ ー ク に 存在 し てい る
主 な蛋 白質が N O F活性 を保持 し て い る 可能性が 高
い
． しか しな が ら， S DS－P AGE で 2本の 主な タ ン パ ク
20 相 60 80






































Fig． 5． Patte rnof D E A ESepha ro s eC L，6 Bc olu m n
Chr om atogr aphy． He at tr e atm e nt fra ctio n of
giz z a rd e xtr a ct which w as eluted with l．5 M
NaCl fro ma D E A Ec ellulo se c olu m na nd dialyz－
ed again st 20 m M Tris－H CIc o ntain lng O．25 M
NaCl． T he s a mple sく1 m g proteinノml， 50 mり
W aS ap plied o nto a DE A E Sepha ro s ecL－6 B
C Olu m nく〆 1．7 c mx21 c mJ， a nd protein s we re
eluted fro m the c olu m n with a line a rgradie nt
fr o mO
．25 toI M NaCl－ Seria11ydiluteds a mple s
Of e a ch fra ctio n w e r e ap plied to the c ultu re
SySte m of C Gn e u r on s， a nd the N O Factivityin
e a ch fra ctio n w a s e xa min ed． The N O Fa ctivity
Ofe a ch fr actio nthat w a sdilutedto 300 fold with
P BS卜J w a sdepicted a sくOJ in the figu r e．
Fr a ctio n stfra ctio n n u rnbe rs65 －95Jw er e c ollected
a s aD E A E Sepha ro s eC L－6 B fr a ctio nto apply o n
the n e xt step．
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質バ ン ドが認 め られ た こ と よ りく図 7う， この 2本の タ
ン パ ク質か ら活性 N O F が構成 さ れ て い る の か ， ある
い は ど ちら か 一 方 に N O F括性が あ る の か に つ い て は
明らか で は な い ． また， 微量 な タ ン パ ク質が分子 量 800
E ダ ル ト ン に 相 当す る 位置 にも認 め ら れ， こ れ が
N O F分子 で ある 可能性 も考 え ら れ る ． 還元 状 態で の
電気泳動 に よ り ， 230 K ダル トン の タ ン パ ク 質 バ ン ド
の他 に ， 数本 の バ ン ドが認 め1られ たく図 7う． 最近， ラ
ミ ニ ン や フ ァ イ ブ ロ ネク ナ ン な どの 細胞外腰高分子糖
蛋白質が， N O F と類似 の活性 を持 つ こ と が 明ら か と
な っ た1912研が ， 今 回の S D S－P A G E の結果 よ り， 砂 のう
N O F はこ れ ら糖蛋白質 と は異 な る も の と 考 え ら れ
た
．
し か しな が ら， N O F がこ れ ら糖蛋白質 と同 じ グ
ル ー プ に 属す る糖蛋白質であれば， N O F が， ニ ュ ー ロ
ン の細胞膜や伸長し つ つ あ る神経突起の成長錐 と物理
的に接触で き ， 標的組織ま で神経突起 をガ イ ド す る こ















と が可能 である ．
砂のう N O F標品 に 対す る 抗血清は， ニ ュ ー ロ ン の
生存活性低下や不可逆的損傷 を与 え る こ と な く， 突起
伸展 を阻害 した ． ま た ， ニ ュ ー ロ ン を抗血清 と共 に
37
0
C， 60分間反応 させ た後， 抗血 清 を と り の ぞ き ，
ニ ュ ー ロ ン の N OF に 対する反応性 を調 べ た と こ ろ，
全く 正 常な反応性 を示 した ． こ れ ら の こ と よ り， 抗血
清 に よ る 突起伸展阻害は， 抗血清 と N O F分子 との 直
接的な抗原抗体反応に よ るも の で あり， 抗血清の 非特
異的反応に よ るも の で は ない と 結論 され る ．
抗血清 に よ る阻害効果は， ニ ワ トリ と げっ 歯類 と で
約 100－ 1000倍 の差異が認 め られ た く表 4う． こ れ は，
N O F タン パ ク質 の抗原性 に 動物種差が存在 す る た め
と考 え られ る ． 一 方 ， 同 じ動物で は ， 異 な る組織由来
の N O F の中に は多少阻害度 に 差が あ る が ， 互 い に か
な り分子 構造や抗原性が類似 して い る と 考え られ る．
3 0 5 0 T O 9 0
Fra ctio n Nu nわe r く0．5 mlハl血 合I








































B c olum nchro m atographyくAIa nd a r e－
Chro m atogr aphy of the NOF ictiv e fra ction from a Sepha r o seC L－6 B
C Olu m n chro m atogr aphyくBJ． くAI N O Frich fr a ctio n of D E A E Sepha rose
C し6 Bc olu m n chr o m atogr aphy w er e c o n c e ntr atedto 3－5 m g pr oteinlml
by ultrafiltratio nthr o ugha mic o nX M 300m e mbra n e． A halfml ofthe
C O n C e ntrate W a S ap plied o n aSepha r o seC L 6 Bc olu m nく〆 1 c mX60c mJ，
a nd proteins w e re eluted with 20 m M Tris． H CIc o ntaining O．42 M NaCl．
くBJ Sa mple s of Sepharo s e CL．6B c olu m n chrom atography tfr a ctio n
n u mbe rs38－44ンw e re challe ngedto Co nca n a valin A Sepharo seくPrl cm X2
C mJ affin ty c olu m n chro m atography with a flow rate of4 mlhrlc m2，
Pr otein s w er e eluted with l Ma － m ethyl m a n n o side a ndthe n c o n ce ntrated
thr o ugh ultr afiltr atio n． A halfmlofthe c o n c e ntr ate w a s s ubje ctedtothe
Se C O nd Sepha ro s eC L－6 Bc olu m n chro m atogr aphy． N O Fa ctivity ofe a ch
fr a ctio nin both c olu m n chr o m atogr aphies w a s a ss ayed a sde sc ribed in the
lege nd of Fig．5．
副交感神経節 ニ ュ ー ロ ン に 働く神経突起伸展因子
わ ずか な阻害度 の差異は， 各組織細胞 に よ り産生さ
れた N OF の存在状態 に 差異が あ る た め か， あ る い は
N O F分子 の 多様性に よ るも の と推察さ れ る．
C
Mr x163 N R R
85 0 －





Fig－ 7． Sodiu m dode cyls ulfate－pOlya crylami de gel
ele ctr ophor e si ． N O Fa ctive fr a ctio n s eluted
with re－ Chro m atogr aphy of Sepha r o s eC L－6 B
tfr a ctio n n u mber s38一 瑚 w er edialyz ed again st
O．1 m M Tris－ H ClくpH 7．4J a ndlyophiliz ed． T he
dried pr oteinく300iLg PrOteinJw asdiss oIv ed with
l ml of42m M Tris－H ClくpH 6．81c o ntaining 2％
S D S， 1 5％ glyc e rol a nd O．0016％ brom ophenol
blu e a nd ap plied to sodiu m dode cyl sulfate －
POlya c ryla mide gelelectr opho r esi くS D S－P A G El．
3 － 15％ 1in e a rgradie nt a c ryla mide gel w a s u sed．
Pr otein s o n S D S－P AGE w a s stain ed with
Coo m a ssie blu e． So me s a mple s w e re r u n with－
O ut redu ctio n of dis ulfide bo ndsくN RJ． In r edu c－
ing c o nditio nくRJ， the sa mples w er etr e ated with
80 m M dithiothreitol a nd he ated in a boiling
W ate rbathfo r3 min befo re ap plic atio non S D S－
P A G E． Nu mbe rs o nthe right repre s e nt m ole－
C ula r w eight． T hefollo wing pr otein s w er e u s ed
fo r standard ofrn ole c ula r w eightこ m O u Sela mi－
ninく850 k dl， ala rge r subu nit of la mininく440 k dl，
myo sin く200 k di，P－gala cto sida seく116 k dン， bo vin e
Se ru malbu minく66 k dla nd o v albuminく45 k dJ．
107
N O F標品に 対 す る抗血清 は， 中枢神経である脊髄
や網膜， ある い は， NG Fに 感受性のある交感．知覚両
神経節 ニ ュ ー ロ ン の 突起伸展 をも阻害す る こ と よ り，
こ れ ら の神経細胞 に も N O F が関与 して い る こ とが 示
唆さ れ た． しか し， in o v oの神経系の発生過程 に ， 同
様な 因子 が 実際に作用 して い るか否か に つ い て は， 全
く知ら れ てい な い ．
今後 は， NO F の精製を通 して， 生体内の局在や生合
成， あ る い は生理作用 や作用 機作 の解明が期待さ れ る．
結 論
1ユニ ワ トリ胚 C Gニ ュ ー ロ ン に働 く N O F が， 砂 の

































L 一 言 － 一 廿
0 ， 10 80 10 0 a O O800
ポ Antis 即 u m くn り w e lり
Fig． 8． Effect of antise ru m CO n C e ntratio n o nthe
S urViv al a nd n e u rite o utgr o wth of C Gn e u r o n s．
Polyo mithine， C O ated w ellsくP O Rw ellsJw e refirst
expo sedto 40JLlofgiz z a rd N O FmE A Ec ellulo s e
fr a ctio n， 60JLg pr OteinJ
I
mり a nd w ashed． T hen，
the w ellsくN O F－bo u nd P O Rw ells re c eiv ed 40JLl
Ofa ntis er u m s eriallydiluted with P B Sく－1． Ea ch
W ellw a sin c ubated fo r 12 hr at 37
0
C． A fte r
antise r a w er e w a shed o ut， 40pl of C Gn e u ro n s
W er e Su Spended in the c ultu r e m ediu m a nd 36JLl
Of P B Sく－ンa nd4JLlofeye extra ct w er e ad dedto
e a ch w ell． C Gn e u ro n s w e re c ultu red fo r24 hr，
a ndthe n u mber ofsu rviving C Gn e u r o n sくOla nd
n e u r o n s with n e u rite o utgr o wth く中1 w ere
deter min ed． Points m arked with a n a sterisk
Signify v alu e s of both s u rviv alr ate a nd n e u rite
O utgr O Wth r ate of C Gn e u r o n s c ultu r ed o nP O R
W ells that w er e n ot pr ein c ubated with giz z a rd
NOF． 口 a nd 蓼 ， S u rviv al rate of the C G
n euron sc ulturedin the pre se n ce a nd abs e n c e of
eye e xtr a ct， r eSpe Ctiv ely 三ム and A ， rate Ofthe
C Gn e u r o n spo s se ssing n e u rite o utgr o wth which
W er e C ult r ed with a nd witho ut eye extra ct，
r espectiv ely． Ea ch v alu eis the m e a n of thr e e
diffe r ent e xpe rim e nts with duplic ate sa mples．
Ve rtic al ba r s sho wS． D．
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膵卵 16 日齢胚ま で は加齢 に 伴 い 上 昇 し， そ の後 は その
レ ベ ル を維持 した．
2う 砂の う抽出掛 こよ る C Gニ ュ ー ロ ン の 著明な 突
起伸展に は， N O F と， NOF と は性質の こ と な る生存
因子 くS円 が 必 要で あ っ た ．
3フN O Fに 対 す る C Gニ ュ ー ロ ン の感受性は ， 膵卵
10 日齢胚ま で は良好だ が ， その 後， 加齢 とと も に 急速
に 低下 して い っ た ．
り 砂の う NOF を組織抽出液 よ り約 2000倍部分精
製 した ． 回 収率は 3％ で あ り， 148ngノml のNOF 標晶
で最大突起伸展反応が誘導さ れ た．
5コ砂の う N O F分子 は ， 680 Kダル ト ン 以 上 の 分子
量 を もつ 酸性糖蛋白質あ るい はプ ロ テ オ グリ カ ン で ，
線状構造 をも つ と考 え られ た．
6う N O F標品 に 対 す る抗血 清は， N O F清性 を特異
的に 抑制 した が ， これ は ニ ュ ー ロ ン へ の 非特異的損傷
Fig． 9． Pha s e contr a st micr ophotographs of C G
neu ro n sくA， B，， a ndn eu r o n alexplantsfro m
r etin aくC， Dl a nd do rs al root ga nglia くE， F， cultu r ed in the
abs e n c e o rp e se n C e Ofthe
a ntise rum ． Cilia ry ga nglion くC Gl， r etin a仁R E， a nd dorsal r o ot ga ng
lia mR GI w e re
diss ected fro m chick e mbryo s of 8
－
， 8－ a nd 9－day， r e Spe Ctiv ely． CG n e u r o n s w e re
separated a nd c ultured fo r16 hr o
n N O F－bo u nd POR－ W ells which w e r e e xpo sedto eithe r
pr eim m u n e se r u mくAlo r a ntis er um くB，． R Ea
nd D R Gw er e c utinto pie c e sle sstha nl m m
squ a re with s ciss or s． Tw o gr o
ups of e xpla ntsfro m e a ch
tiss u e w e re c ultur ed o nP O R
w ellsく〆16m ml with 600pl ofthe c ultur e m ediu m with gi
z z a rd N O FのE A Ec ellulo se
fr a ctio n，30p g pr oteinlmlJforR EくC， D，a nd witho ut gi
z z a rd N O F fo rDR GくE， Fl． At the
begin ning of in c ubatio n， One Ofe a ch groupr e c eiv ed 3p
lofpreim m un e s er u mくC， Elo rthe
other3 pl of a ntis e ru mくD， Fl． Ea ch gr o up ofe xp
lants w a sfu rther c ultu r ed upto 48 hr－
c Gn e uron stA a nd Bland e xpla ntsくC， D， E a nd FIw er ephotogr ap
hed o n apha s e c ontra st
hlicr o s c ope at16a nd 48 hr， r e Spe Ctiv ely■ Sc ale，
r40JLm ．
副交感神経節 ニ ュ ー ロ ン に働く 神経突起伸展因子
T ablc 4． Co mpa ris o n ofa mopnts ofa ntis er u mthat c a u se50％inhibitio n ofthe n e urite outgro wth
Of C Gn e u r o n s maxlm a1yindu ced by NO Fsfr o m v a rio u s s o u rc e s
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C Mこ C O nditioned m ediu m
T he a m o u ntofa ntise r u m r equir ed fo r50％inhibito n wa sdetermin ed fr o minhibito n c u r v es a s sho w n
in Fig． 8■ Fa ch v alu eisthe m e a n of 3 differ ente xperim e nts．
作用 で は な か っ た ．
71 種々 の 組織由来の N O Fに 対 す る 抗血 清の 阻害
効率 は， ニ ワ トリ と げ っ 歯の 間 で約 100－10 0倍の 差
異 が認 め られ た． N O F 分 子に 異 種動物間で の 種差 が
存在す る と考 えら れ た．
8 1 D R G， S G， C G， R Eお よ び S Cの 各神経細胞 に
よ る突起伸展反応 も抗血 清に よ り 阻 害 さ れ た． N O F
因子が 中枢お よ び末梢の 神経系に 作用 して い る可能性
が 示唆さ れ た．
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C hicke n giz z a rd e xtra ct c o ntain s a m a crom ole c ule that pr o m ote sthe n eu rite o utgrowth of
diss ociated n e u r o ns fr o m the cilia ry ga nglia くC Gl of chick e mbryo s． T he fa cto rくneurite o uト
gr owt h fa ctor， N O FJin giz z a rd e xtract w a spartially pu rified to 2 0 0 0fold by a c o mbin atio n
of O－3 5％ am m o niu m sulfate fr a ctio n atio n， he attr e atm e ntく5 6
0
c， 3 0 minJ．，
D E A Ec ellulo s e a nd
DEAE Sepharo s eC L
－6 B c olu m n chr o m atography， and fin a11y Sepha r o s eC L
－6 Bgelfiltratio n
colu m n chrom atogr aphy． T he rec o ve ry of N O Fa ctivity du ring these purificatio n steps w a s
abo ut 3％． O nly 1 4 8ng pr oteinlml of the final step fr a ctio n was en o ugh to px e rt the m a xim al
neuri tic re spo nse of the c ultu red CG n e u ron s ob tain ed fr o m8
－day oldchick e mbryo s－ T he N O F
w as an a cidic glycoprotein o r pr oteoglyc a n who s e m ole c ular w eight in the n ativ e state w a s
副交感神辟節 ニ ュ ー ロ ン に働 く神経突起伸展因子 11i
e stim ated to be m o ret ha n6 8 0 k－dalton s． T he n e u rite o utgr o wthof C Gn e u ronsby giz z a rd N O F
Strictly depe nds on the e mbryo n al age． T he m a xim al n e u rite o utgr o wthw a s observ ed whe nC G
n eu r o n s w e r ediss o ciated fro m the e mbryo yo u ngert ha nl O days． Afte rthat tim ethe re spo n s e
Of CG n e u r o n sto the N O Fr apidly declin ed a nd w a salm o st lo st at day 1 4． W he nthe r ab bit
antis e ru mpr epa red again st D E A Ec ellulos e fr a ctio n of giz z a rd N O Fw a sintr odu ced to the
Cultu re syste m of C Gneu ro n s， the n e u ritic respo n seindu c ed by N O Fw ascompletelyblo ckedin a
do se－depe nde nt m a n n e r－ T he a ntis e ru m Cau S ed n eithe r c ell de at hn o rir reversible da m ageto C G
n e u r o n s． Al tho ugh the a ctivities of N O Fs s epa rated fr o m v a rio u s chick e mbryo tissu e s w e r e
S up PreS Sedby alm o st the sa m e and s m a11a m o u nt of antise ru m
，
ala rge do s e ofantise ru mくabo ut
l O O－100 0 fold m o r etha n the abo v el w as r equired to inhibit the a ctivities 。f N O Fs 。btain ed
fro m m u rin e s ou rc e s－ T he giz z a rd N O Fc o uldpr o m ote n e u rite o utgr o wthofc ultu r ed n e u r on s
n ot o nly fr o mthe sympathetic a nd do rs alro otga nglia but als o fro m the retin a a nd spic al co rd．
T he a ntis e ru m again st giz z a rd N O F inhibited the n eu ritic r e spo n s es of all the s e n e u r o n s． T he
Pre S e nt data sugge st that N O F is abs olutely r equired fo r n e urite outgr o wth fr o mthe n e u ron s
W hich a r ede v eloping a nd r egen eratingin bothc e ntr al a nd periphe r al n e rv O uS SyStem S， a nd that
the re e xists spe cie sdiffe re n c ein N OFs at le a st betw e en the chick a nd the m u rin e．
